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Description 

[0001] La presente invention concerne. de maniere g6n§rale, un precede et des compositions pour un usage en 
medecine humaine ou veterinaire plus particulierement destines a accelerer in vitro et/ou in vivo la differenciation des 
s cellules preadipocytaires en cellules adipocytaires, et ceci dans le but notamment de corrtger un eventuel etat d'insu- 
lino-reslstance existant au sein d*un organisnne vivant et de traiter et/ou prevenir ainsi. chez cet organisme, les diffe- 
rentes physiopathologies qui peuvent etre associees k un tel 6tat. 

Generalites et art anterieur 

10 

[0002] On sait que certaines cellules de la peau, appelees adipocytes, contiennent des quantites variables de grais- 
ses sous la fornne de triglycerides, ces triglycerides etant synthetises in vivo a I'interieur meme des adipocytes, selon 
des reactions de type enzynnatique (lipogenese), a partir des acides gras libres et du glucose (apres degradation de 
ce dernier en glycerophosphate) circulant dans Torganisme et apportes a celui-ci par rintermediaire de certains ali- 

is ments. Parallelement, les triglycerides ainsi formes, puis stockes, dans les cellules adipocytes peuvent egalement se 
redecomposer, toujours sous Taction d'enzymes specifiques (lipolyse) contenues dans ces memes cellules, en liberant 
cette fois des acides gras d'une part et du glycerol et/ou des mono- et/ou des di-esters du glycerol d'autre part. Les 
acides gras ainsi relargu6s peuvent alors soit diffuser dans Torganisme pour y §tre consommes ou transform§s de 
differentes fagons, soit etre recaptes (aussitot ou un peu plus tard) par les adipocytes pour generer a nouveau des 

20 triglycerides par tipogenese. 

[0003] Les adipocytes presents dans !e tissu adipeux proviennent eux-memes, de maniere connue, de la transfor- 
mation de cellules precurseurs originelles, appelees preadipocytes, qui sont des cellules d'apparence fibroplastique 
capables de se multiplier et de se differencier en adipocytes sous Taction de certains agents hormonaux, comme par 
exemple i'tnsuline ou Thormone de croissance. Chez Thomme, la quantite de preadipocytes isolables du tissu adipeux 

26 et susceptlbles de se differencier ulterieurement en adipocytes, est inversement proportionnelle a Tage des individus 
cependant, memes chez les Individus ages, il subsiste toujours une proportion de cellules dites "dormantes" suscep- 
tlbles d'etre un jour reactivees. En d'autres termes, tout au long de sa vie, le tissu adipeux contient des preadipocytes 
capables de se differencier en adipocytes sous ('influence de divers stimuli appropries. A cet egard, il est deja connu 
que les acides gras libres d'une part ainsi que, d'autre part, les retlnoides naturels, lorsque ces derniers sont utilises 

30 a des concentrations physiologiques (1-10 nM), et les retinoTdes synthetiques lorsqu'lls sont utilises a de tres faibles 
concentrations (1 pM - 1 nM), constituent, pris isolement, de bons stimulateurs de la differenciation preadipocytaire. 
[0004] On sait par ailleurs que TInsuline (qui est une homnone proteique naturelle produite en quantites variables 
par certaines cellules du pancreas, appelees cellules p) participe egalement de maniere importante, voire essentielle, 
au processus de lipogenese evoque ci-avant. En effet, Tune des etapes limitantes dans Tutilisation par les adipocytes 

35 du glucose extra-cellutaire contenu dans Torganisme en vue de sa tranformation finale en triglycerides reside dans la 
captatbn, le transport et la diffusion prealables de ce glucose a travers la membrane plasmique de la cellule adipocy- 
taire seul le glucose ayant reussi a traverser cette membrane plasmique sera transtorme en glycerophosphate puis 
en triglycerides. On sait aujourd'hui que ce transport du glucose est assure par des glycoproteines particulieres et 
parfaitement identifiees, qui sont situees a la surface externe de la membrane plasmique, et que Ton appelle par 

40 simplicity "transporteurs-glucose" ou "GLUT". Or, it se trouve que certains de ces GLUT (dits transporteurs insullno- 
sensibles ou GLUT-4) sont en outre constitues de recepteurs proteiques specifiques pour Tinsuline sur lesquels (nor- 
malement) cette deniere peut venir se fixer de fa^on tres ferme (creation de complexes proteiques du type insuline- 
recepteur de Tinsuline). L'un des effets majeurs de Tinsuline, en venant ainsi se lier sur ces recepteurs specifiques, 
est de provoquer, selon des m^canismes d'activation complexes mais connus qu'il n'y a pas lieu de developper ici. un 

45 accroissement signiflcatif du nombre de GLUT a la surface de I'adipocyte, generant par la une augmentation notable 
des quantites de glucose transportees a travers la membrane plasmique, et done, par voie de consequence, des 
quantites de triglycerides produites a Tinterieur de Tadlpocyte. A cet 6gard, il est connu que des defauts prononces, 
chez un organisme vivant, au niveau de la production de Tinsuline ou encore au niveau du fonctionnement des recep- 
teurs de cette demiere, sont responsables de diverses pathologies plus ou moins graves, et notamment d'une maladie 

50 appelee diabete sucre, dont it sera reparle un peu plus en details ci-dessous. 

[0005] Si, pour des raisons diverses (nourriture trop riche, inactivity, vieillissement et autres), un d6s§quilibre m6- 
tabolique substantiel s'installe dans Torganisme entre la synthese des lipides (formation de triglycerides par reaction 
enzymatique entre des acides gras et le glycerophosphate provenant du glucose) et leur degradation par lipolyse 
(decomposition enzymatique de triglycerides en acides gras et glycerol), c'est a dire plus precisement si les quantites 

55 de graisses formees par lipogenese (les "entryes") deviennent notablement et constamment sup^rieures a celles qui 
sont eliminees par lipolyse (les "sorties"), il se produit alors dans les adipocytes une accumulation de triglycerides qui, 
si elle devient excessive, peut se traduire progressivement par Tapparition d'une peau epaisse. a surface souvent 
irreguliere ("peau d'orange"*) et de consistance plus ou moins flasque ou gelatineuse, donnant finalement a la silhouette 
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un aspect general disgracieux pouvant evoluer entre la simple surcharge locale (lipodysmorphie), en passant par 
Tembonpoint certain, et enfin la reelle obesite. 

[0006] L'ob6sit6 correspond k un etat pathologique qui se caracterise par une hypertrophie g6n6ralisee et importante 
du tissu adipeux, liee a une augmentation excessive k la fois du nombre, de la masse et du volume des adipocytes et 

5 ayant pour origine le desequilibre metabolique indique ci-avant. Compte tenu du profond inconfort tant physique qu'es- 
thetique. et parfois psychologique, qu'elle occasionne aupres des individus qui en sont atteints, I'obesite constitue de 
nos jours une affection de moins en moins bien supportee ou accept^e. De surcroit, et malheureusement, Tob^site 
s'accompagne egalement souvent de troubles metaboliques secondaires plus ou moins graves, et Ton salt ainst en 
particulier que I'obesite predispose fortement a I'apparition precoce de certains types de diabetes sucres, Le diabete 

10 Sucre, qui est aux Etats-Unis la sixieme, dans I'ordre, des maladies mortelles, se definit, d'une maniere generate, 
comme un etat pathologique d'hyperglycemie sanguine, et, a ce jour, on distinque plus precisement deux type princi- 
paux de diabetes sucres, selon Torigine de cet exces de glucose dans le sang : le diabete dit insu lino-dependant (ou 
DID), encore appele diabete de type I, et le diabete non insulino<iependant (ou DNID) appele aussi diabete de type 
II. Comme indique precedemment, I'lnsuline est un regulateur naturel de la concentration sanguine du glucose. Un 

15 deficit ou un tarissement de la production d'insuline dans I'organisme conduit au diabete de type I ; ies individus atteints 
d'une telle affection doivent subir regulierement des injections complementaires d'insuline. L'autre cas correspond a 
celui ou I'lnsuline. bien que presente en quantites apparemment normales dans Torganisme, est inactive, ou insuffi- 
samment active, k regard du glucose, et ceci en raison de certaines d^ficiences au niveau des fonctions qui devraient 
etre exercees par Ies recepteurs de Tinsuline ; I'etat de I'organisme est alors qualifie d'insulino-resistant. et doit etre 

20 traite par des agents antidiabetiques specifiques. 

[0007] Las thiazolidinediones et leurs derives, et en particulier celul de formule 
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constituent des agents antidiabetiques particulierement interessants, reconnus comme permettant de corrlger, in vitro 
et in vivo, Tetat de resistance que peut presenter un organisme a Taction de I'insuline, et capables simultanement de 
35 stimuler le processus de differenciation des preadipocytes en adipocytes. 

[0008] Toutefois, et malheureusement, I'un des inconv6nients attaches k ce type de produits reside dans le fait que 
ceux-ci presentent, aux doses auxquelles il convlent de ies mettre habituellement en oeuvre, des effets secondaires 
indesirables plus ou moins importants. 

40 Expose q6n6ral de I'invention 

[0009] Apres d'importantes recherches menees sur la question, la Demanderesse vient maintenant de decouvrir 
Texistence d'une synergie d'activite tres importante entre certains composes pour activer et stimuler de maniere par- 
ticulierement am6lior6e la diff6renciation des preadipocytes en adipocytes. 
45 [0010] Plus precisement encore, il a etetrouve que {'association, nouvelle ensoi, et notamment a titrede medicament, 
entre (i) une substance (ou ligand) presentant une affinite pour Ies recepteurs nucleaires de I'acide retinoique et/ou 
ses isomeres (a savoir Ies recepteurs RARs et RXRs) et (ii) un acide gras, permettait de stimuler de maniere tout a 
fait remarquable la differenciation preadipocytaire. 

[0011] II a egalement ete trouve par la Demanderesse que I'effet de synergie susmentionne etait obtenu de maniere 
50 optimal e en mettant en oeuvre : 

de preference un ligand specifique des recepteurs RARs (par rapport aux recepteurs RXRs), 

encore plus preferentiellement, un ligand specifique des RARs qui soit en outre selectif a I'egard d'un ou deux 
55 (mais de preference un seul) sous-types (RAR-a, RAR-P, RAR-7) de ces RARs, 

et plus encore plus preferentiellement enfin, un ligand specifique des RARs qui soit en outre selectif a I'egard du 
recepteur RAR-a. 
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[0012] Toutes ces decouvertes sont a la base de la presente invention. 

[0013] AinsI, dans Tun de ses premiers aspects, la presente invention a pour objet de nouvelles compositions, no- 
tamment m6dicamenteuses, qui sont essentlellement caracteris6es par Is fait qu'elles comprennent. dans un support 
phystologiquement acceptable et en particulier compatible avec le mode d'administration retenu, (i) au motns un ligand 

5 presentant una affinite pour les recepteurs nucleaires de I'acide retinotque et/ou ses Isomeres, de preference un ligand 
specifique des recepteurs RARs el encore plus preferentiellement un ligand selectif pour le recepteur RAR-ct, et (ii) 
au moins un acide gras. Ces deux composes peuvent §tre, dans la composition, associ^s physiquement (melange) 
ou au contraire presents separement dans des compartiments distincts (composition sous forme de "krts"). 
[0014] Selon un autre aspect de la presente invention, il est ainsi egalement propose des dispositifs a plusieurs 

70 compartiments ou "kits" plus particulierement destines a la mise en oeuvre du procede ci-dessous, et qui sont carac- 
terises par le fait qu'ils comprennent dans un premier compartiment un ou plusieurs Ngands presentant une affinite 
pour les recepteurs nucleaires de I'acide retlnoTque et/ou ses isomeres, de preference un ligand specifique des recep- 
teurs RARs et encore plus preferentiellement un ligand selectif pour le recepteur RAR-a, et, dans un deuxieme com- 
partiment, un ou plusieurs acides gras, les compositions contenues dans lesdits premier et second compartiments 

75 etant ici considerees comme compositions de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps dans un procede de traitement destine a favoriser et/ou stimuler la differenciation des pr6adipocytes en adipo- 
cytes. 

[0015] L'invention a Egalement pour objet I'utilisatlon des compositions et/ou des kits ci-dessus a titre de, ou pour 
la fabrication de, compositions pharmaceutiques plus particulierement destinees a stimuler la differenciation des prea- 
20 dipocytes en adipocytes, notamment pour le traitement des etats d'insulino-resistance et/ou des physiopathologies 
associees. 

[0016] L'invention a egalement enfin pour objet un procede visant a stimuler la differenciation des preadipocytes en 
adipocytes notamment pour le traitement des etats d'insulino-resistance et/ou des physiopathologies associees a de 
tels etats, et qui est caracterise par le fait qu'il consiste a administrer a I'organisme, de preference par voie systemique, 

2S d'une part au moins un ligand presentant une affinite pour les recepteurs nucleaires de I'acide retinoique et/ou ses 
isomeres, de preference un ligand specifique pour les recepteurs RARs et encore plus preferentiellement un ligand 
selectif a I'egard du recepteur RAR-cc, et d'autre part au moins un acide gras, I'apport de ces differents composes a 
I'organisme pouvant etre realise de maniere simultanee, separee ou encore etalee dans le temps. De preference, elle 
est effectu^e de fagon simultanee. 

30 [0017] Le procede selon invention peut bien entendu etre applique directement sur des cultures cellulaires appro- 
prices de preadipocytes (traitement in vitro). 

[0018] D'une maniere generale, les doses d'actifs qu'il convient de mettre en oeuvre, en association, pour obtenir 
I'effet technique premier recherche restent, selon l'invention, toujours tres faibles (synergie), ce qui constttue un avan- 
tage important lorsqu'il s'agit de faireface a des problemes de tolerance ou d'effets secondaires indesirables suscep- 

35 tibtes d'apparaitre au sein des organismes a traiter ou en cours de traitement. 

[0019] Les associations conformes k l'invention trouvent naturellement, compte tenu des activites remarquables 
qu'elles presentent vis a vis de la differenciation des cellules preadipocytaires, des applications privilegiees dans le 
traitement curatif et/ou prophylactique des patients touches d'insulino-resistance ou de toutes autres physiopathologies 
associees h cet etat. De telles physiopathologies sont notamment les diabetes de type II, ainsi que les maladies car- 

40 diovasculaires telles que par exemple I'hypertension et I'athe rose 16 rose. L'6tat d'insulino-resistance chez un patient 
peut etre detecte classiquement au moyen du test de tolerence au glucose, et le traitement seton l'invention peut etre 
entrepris des que ce test se revele positif , avant meme toute manifestation clinique d'un d6but de maladie (traitement 
prevent if). 

[0020] Mais d'autres caracteristiques, aspects, objets et avantages de l'invention apparaitront encore plus clairement 
^ la lecture de la description et des figures qui vont suivre, ainsi que des divers exemple concrets, mais nullement 
limitatifs, destines a I'illustrer. 

Expose detaille de l'invention 

so [0021] On commencera par decrire les differents actifs qui sont utilises en association dans le cadre de la presente 
invention. 

Les Ligands (ou Retinoides) specifiques 

55 [0022] On sait que I'acide retinoTque, qui est un metabolite nature! de la Vitamine A (retinol), est un puissant modu- 
lateur (i.e. un inhibiteur ou, au contraire, un stimulateur, selon la nature des cellules traitees) de la differenciation et 
de la proliferation de nombreux types cellulaires normaux ou transformes. 

[0023] L'acide retinoique \ou\-trans {aW-trans retinoic acid) agit sur la differenciation et la proliferation des cellules 
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en interagissant avec des recepteurs nucleaires ou RARs (Retinoic Acid Receptors) contenus dans le noyau cellulaire, 
II existe, a ce jour, trois sous-types identrfies de recepteurs RAR appelles respectivement RAR-cx. RAR-p et RAR-y. 
Ces recepteurs, apr6s fixation du ligand (i.e. de I'acide retinoique), interagissant avec la region promotrice de g^nes 
regules par I'acide retinoique au niveau d'elements de reponses specifiques. Pour se fixer sur les elements de reponse, 
5 les RARs s'heterodimerisent avec un autre type de recepteurs connus sous le nom de RXRs. Le ligand naturel des 
RXRs est Tacide 9-c/s-retinoTque. 

[0024] De nombreux analogues structuraux synthetiques de I'acide retinoique ou de I'acide 9-c/s- retinoique, cou- 
ramment denommes "retinotdes", ont par ailleurs ete decrits a ce jour dans ia litterature. Certaines de ces nrKDiecules 
sont capables de se fixer et d'activer specifiquement les RARs ou, au contraire, les RXRs. De plus, certains analogues 

10 peuvent se fixer et activer un sous-type de recepteur RAR (a, p ou y) particulier. D'autres analogues, enfin, ne pre- 
sentent aucune affinite selective particuliere vis a vis de ces differents recepteurs. A cet egard, et par exemple, I'acide 
9-c/s retinoique active a la fois les RARs et les RXRs, sans selectivite notable pour I'un ou I'autre de ces recepteurs 
(ligand non specifique), alors que I'acide retinoique tout-frans active, quant a lui, specifiquement les RARs (ligand 
specifique RARs), tous sous-types confondus. Au sens de la presente invention, et qualitativement, une substance 

15 donnee (ou ligand) est dite selective, ou specifique, vis a vis d'une famllle de recepteurs donnee (respectivement vis 
a vis d'un recepteur particulier de cette famille) lorsque ladite substance presente une forte, ou tres forte, affinite pour 
I'ensemble des recepteurs de cette famille (respectivement pour le recepteur particulier de cette famille) et qu'elle 
presente par ailleurs une faible, ou tres faible, affinite pour tous les recepteurs de toute autre famille (respectivement 
pour tous les autres recepteurs, de cette meme famille ou pas). Quantitavement, I'affinite se mesure au moyen des 

20 techniques de binding classiques (valeurs Kd) et, selon la presente invention, toute substance qui, a I'egard d'un 
premier recepteur donne, presente un Kd au moins 5 fois inferieur, et de preference au moins 10 fois inferieur, au Kd 
qu'elle presente a regard d'un deuxieme recepteur donne, peut etre qualifiee de substance selective vis a vis de ce 
premier recepteur par rapport a ce deuxieme recepteur ; elle est qualifiee de specifique lorsque le rapport entre lesdits 
Kd est d'au moins 100. L'evaluation du caractere selectif ou non, ou specifique ou non, d*une substance donnee a 

25 regard d'un recepteur donne est classiquement realisee au moyen de tests in vitro bien connus de I'homme de Tart 
(voir notamment a cet egard : (1) "Selective Synthetic LIgands for Nuclear Retinoic Acid Receptor Subtypes" /n RETI- 
NOIDS, Progress in Research and Clinical Applications, Chapitre 19 (pp 261-267), Marcel Dekker Inc. edite par Maria 
A. Livrea et Lester Packer ; (2) "Synthetic Retinoids : Receptor Selectivity and Biological Activity" in Pharmacol Skin, 
Basel, Karger, 1993. Volume. 5, pp 117-127 ; (3) "Selective Synthetic Ligands for Human Nuclear Retinoic Acid Re- 

30 ceptors" in Skin Pharmacology, 1992, Vol. 5, pp 57-65 ; (4) "Identification of Synthetic Retinoids with Selectivity for 
Human Nuclear Retinoic Acid Receptor -y" in Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 186, N" 
2, Juillet 1992, pp 977-983 ; (5) Demande de brevet Internationale WO 93/21146). 

[0025] Selon la presente invention, on ne retient. de preference, des retinoides (naturels ou synthetiques) ci-dessus 
que ceux qui presentent une affinite specifique pour les recepteurs RARs, c'est a dire des ligands presentant une 
35 affinite plus grande pour ces derniers recepteurs que pour les recepteurs RXRs. 

[0026] Selon un autre mode prefer^ de realisation de la presente invention, les retinoides specifiques RARs sont 
choisis au sein de ceux qui presentent en outre une affinite selective pour I'un au moins des recepteur RAR-a, RAR- 
p et RAR-y, de preference le recepteur RAR-a. 

[0027] It est bien entendu possible, selon la presente invention, de mettre en oeuvre un ou plusieurs ligands pre- 
40 sentant une affinity pour les recepteurs nucl6aires de I'acide retinoique et/ou ses isom^res, ou un ou plusieurs ligands 
presentant une affinite specifique vis a vis des recepteurs RARs, ou un ou plusieurs ligands presentant une affinite 
selective vis a vis du recepteur RAR-a, ou encore des associations entre ces differents ligands. 
[0028] A titre d'exemples de retinoides a la fois specifiques RARs et se!ectifs RAR-a qui sont utilisables dans le 
cadre de la presente invention, on peut plus particuli^rement citer I'acide 4-[(5,6,7,8-t6trahydro-5,5.8,8-t§tramethyl- 
45 2-naphtyl) carboxamido]benzoTque et I'acide 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5.5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl) carbamoyl]benzoi- 
que. 

[0029] De maniere plus generale, comme exemples de retinoides specifiques des RARs, on peut notamment citer 
I'acide retinoique XouX-trans, I'acide 4-[(5.6,7.8-tetrahydro-5,5.8.8-tetram6thyl-2-anthracenyl]benzoique, Tacide 4-[ 
(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtalenyl)carboxamido]benzoTque. I'acide 6-[3-(1-adamantyl)-4-hydroxy- 
50 phenyl]-2-naphtofque, I'acide 6-[3-(1-methylcyclohexyl)-4-methoxyphenyl]-2-naphtoique, et I'adapalene. 

Les Acides Gras 

[0030] Les acides gras utilisables dans le cadre de la presente invention peuvent etre des acides gras satures ou, 
55 au contraire, insatures. Parmi ces derniers, on pr6f6re mettre en oeuvre des acides gras polyinsatur^s, et particulier 
les acides gras polyinsatures en C-,8-C22 (dont les acides gras dits "essentiels") et notamment ceux en C^q. H peut en 
outre s'agir d'acides gras metabolisables ou non metabolisables. On peut egalement mettre en oeuvre des precurseurs 
d'acides gras, c'est a dire des composes qui peuvent etre metabolises in vivo par I'organisme en acides gras ou bien 
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encore des composes qui peuvent induire la formation d'acides gras polyinsatures dans les tissus vivants, ceci pouvant 
etre objective par chromatographie gazeuse ou par toute autre technique standard comme celles decrites par Pelick 
etal. P23 "Analysis of lipids and lipoproteins" editions Perkins American Oil Chemist Society, Champaign Illinois U.S.A., 
[0031] A titre d'exemples d'acides gras convenant particulierement bien pour la mise en oeuvre de la presente in- 
s vention, on peut notamment citer Tacide arachidonique, I'acide dihomogamma-linolenique. I'acide eicosapentaenoique, 
I'acide docosahexaenoique, les acides oleique, linoleique, a-linolenique et "^^linolenique, ainsi que I'acide palmitique 
et en particulier I'acide a-bromopalmitique. 

[0032] Selon un mode preferentiei de realisation de la presente invention, on met en oeuvre des acides gras choisis 
au sein des acides gras polyinsatures de type (03 et (Og- Parmi de tels acides gras. on peut plus particulierement citer 

10 I'acide a-linolentque et I'acide arachidonique. 

[0033] Les acides gras ci-dessus (ou leurs precurseurs) peuvent etre obtenus notamment a partir de certains com- 
poses naturels, en particulier de certains aliments, d'origine animate, vegetate ou microbienne (extraits d'huiles vege- 
tates teltes que I'huile de Oenothera biennis, I'huile de bourrache. I'huile de pepin de cassis, I'huile d'onagre, extrarts 
d'huiles de poissons, extraits d'huiles de tissus d'insectes). Selon invention, il est bien entendu possible d'utiliser 

15 directement de tels composes naturels qui contiennent les acides gras ou les precurseurs d'acides gras desires. 11 est 
egalement possible d'utiliser des produits de synthese. Enfin, on notera qu'il est bien evidemment tout a fait possible, 
selon la presente invention, d'utiliser des melanges d'acides gras. 

[0034] D'une mani^re g6n6rale, les retinoides et les acides gras qui sont mis en oeuvre dans le cadre de la pr6sente 
invention peuvent etre classiquement conditionnes sous une forme convenant au mode d'administration ou d'applica- 
20 tton retenus finalement pour ces derniers. L'administration des compositions selon I'invention peut ainsi etre effectu6e 
par voie enterale, parenterale ou encore transcutanee (avec ou sans mise en oeuvre d'accelerateur(s) de penetration). 
Toutefois, de preference, ces dernieres compositions sont conditionnees sous une forme convenant a une application 
par voie enterale. 

[0035] Les compositions plus particulierement visees par la presente invention sont done des compositions de type 
25 pharmaceutiques contenant dans un support physiologiquement acceptable au moins un retinoide specifique pour les 
recepteurs RARs, et qui soit de preference en outre selectif pour le recepteur RAR-a, a titre de premier principe actif, 
en association avec au moins un acide gras, present a titre de second principe actif, lesdites compositions etant for- 
mulees et conditionnees de preference sous une forme adaptee a une administration par voie systemique, et encore 
plus avantageusement orale. Les memes considerations s'appliquent au cas des "kits" conformes ^ I'invention ; en 
30 particulier, les compositions rentrant dans chacun des compartiments du kit sont de preference fomnulees sous une 
forme convenant a une administration par voie systemique, avantageusement orate. A cet egard, on notera que selon 
la presente invention, it est en fait possible de concevoir des kits de presentation contenant autant de compartiments 
separes que de substances actives (retinoides, acides gras) que Ton desire ou qu'il est souhaitable de mettre en oeuvre. 
[0036] Pour la voie enterale, les medicaments seion I'invention peuvent se presenter sous forme de comprimes, de 
35 gelules, de dragees, de sirops, de suspensions, de solutions, de poudres, de granules, d'emulsions, de microspheres 
ou de nanospheres ou de vesicutes lipidiques ou polym^riques permettant une liberation controtee. 
[0037] Pour la voie parenterale, les medicaments peuvent se presenter sous forme de solutions ou de suspensions 
pour perfusion ou pour injection. 

[0038] Les compositions selon Tinvention. ou les kits selon I'invention, ou la mise en oeuvre du procede selon I'in- 
40 vention, peuvent faire appel aux divers excipients et autres additifs classiques qui sont habitue llement rencontres dans 
le domaine de la pharmacopee (colorants, agents de texture, parfums, conservateurs et autres). 
[0039] Les quantites de retinoide(s) specifique(s) a mettre en oeuvre dans le cadre de la presente invention ne sont 
pas veritabtement critiques et peuvent ainsi varier dans d'assez larges limites. Dans le cas de preparations destinees 
^ une administration par voie systemique, les doses doivent rester compatibles avec tes imperatifs classiques lies ^ 
45 la toxicologie et la galenique des produits pharmaceutiques; a cet egard, des doses d'administration comprises entre 
0,005 mg/Kg.jour et 5 mg/Kg. jour conviennent generalement. 

[0040] De meme, les quantites d'acide(s) gras a administrer sont generalement comprises entre 1 mg/Kg.jour et 50 
mg/Kg. jour 

[0041] Pour obtenir des effets notables, les frequences d'administration des compositions selon I'invention, qui sont 
50 bien entendu fonctions des quantites d'agents actifs mises en oeuvre a chaque operation, sont de I'ordre de une a 
deux fois par jour. Le traitement est ensuite poursuivi r6gulierement, pendant plusieurs jours, de preference pendant 
plusieurs semaines, voire plusieurs mois. 

[0042] On va maintenant donner, a titre nullement limitatif, plusieurs exemples destines d'une part a demontrer les 
effets attaches a la presente invention, et. d'autre part, a illustrer diverses formulations concretes conformes a I'inven- 
55 tton. 
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EXEMPLE 1 

[0043] Cet exemple a pour but de mettre en Evidence ractivit6 in vitro des associations synergetiques contormes ^ 
{'invention sur la differentiation de cellules preadipocytaires en cellules adtpocytaires. 
5 [0044] Les substances testees etaient les suivantes : 

r6tinoides : 

R1 : acide 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5.8,8-tetramethy!-2-anthracenyl] benzo'ique (retinoide specifique RARs, 
10 sans selectivite particuliere sur les sous-types a, P ou y)) 

R2 : acide 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtalenyl) carboxamido]benzoique (retinoide speci- 
fique RARs et selectif sur RAR-a) 

15 R3 : acide 6-[3-(1-methylcyclohexyl)-4-methoxyphenyl]-2-naphtoique (retinoide specifique RARs et selectif 

RAR-p) 

R4: t'acide 6-[3-(l-adannantyl)-4-hydroxyphenyl]-2-naphtoTque (r6tinoide specifique RARs et selectif RAR-y) 

20 R5 : acide 9-cis retinoTque (retinoide non specifique) 

acide gras : acide a-bromopalmitique 

[0045] Les cellules preadipocytaires utilisees sont des cellules issues de la lignee Ob 1771 . 
25 [0046] Le protocole experimental et les nnethodes de determination des activites en differentiation, etaient les 
suivants : 

Culture des cellules: 

30 [0047] Les cellules sont cultivees a 37° C dans une atmosphere humide en presence de 5% de CO2 dans un milieu 
DME (Gibco) add it ion ne d'antibiotiques (penicilline a 100 U/ml et streptomycine a 50 mg/ml) et de 8% (v/v) de serum 
de veau fetal (SVF)(milieu standart). 

Traitement des cellules: 

35 

[0048] Les cellules Obi 771 sont ensemencees a raison de 2.10^ cellules dans 2 ml du milieu standart additionn6 
de 17 nM d'insuline, 2 nM de triiodothyronine, 100 )j,M de putrescine et 10 ^.M de methylglyoxal bis(guanyl-hydrazone) 
dans des puits de cluster de 10 cm^. Les cellules sont traitees des I'ensemencement avec les retinoides definis ci- 
dessus et/ou Taclde a-bromopalmitique dilues dans de I'ethanoL La concentration finale en ethanol n'excede pas 0,1% 
40 (v/v). Apr^s 8 jours de culture, les cellules sont r6colt6es pour la determination de la differenciation. 

Mesure de la differenciation: 

[0049] La differenciation est determinee au moyen de I'activite glycerophosphate deshydrogenase (GPDH) mesuree 
45 spectrophotometriquement a 340 nm. Elle est exprimee en mU (nmol/min)/mg de proteine. Plus I'activite est forte, plus 
la proportion de cellules differenciees est elevee. Les resultats sont exphmes par rapport a I'activite determinee dans 
les cellules non exposees aux retinoides et/ou I'acide gras (35 ± 5 mU/mg). 

[0050] Tous les resultats obtenus sont rassembies dans la figure 1. Cette figure quantifie I'evolution du taux de 
preadipocytes differenciees en fonction des actifs utilises d'une part et de leurs concentrations d'autre part (R1 : 10'^ 

^ nM ; R2 : 10*^ nM ; R3 : 1 nM ; R4 : 1 nM ; R5 : 1 nM). Dans tous les cas, la concentration en acide gras (lorsque 
present) etalt fixee ^ 5 )iM; (+) indique la presence de cet acide gras et (-) son absence. Les valeurs donnees au point 
de controle correspondent aux resultats trouves lorsqu'on ne met en oeuvre aucun retinoide (dans ce dernier cas, (-) 
correspond aux valeurs trouvees lorsqu'on ne met en oeuvre aucun actit (absence d'acide gras) et (+) a celles trouvees 
en ne mettant en oeuvre que I'acide gras a la concentration de 5 |iM). 

55 [0051] Ces resultats mettent clairement en evidence les effets de synergie obtenus dans le cadre des associations 
conformes a I'invention, la quanttte de cellules differenciees etant en effet systematiquement superieure a la simple 
somme arithmetique des quantites de cellules differenciees obtenues lorsqu'on met en oeuvre separement et isolement 
les retinoides et I'acide gras. 
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EXEMPLE 2 

[0052] On illustre ici trois formulations concretes confomnes k Tinvention et se presentant sous une forme convenant 
a une administration par voie orale. 

(a) Capsule de 1 g contenant 0,5 g d'une suspension huileuse constituee de : 



Compose R1 de Texemple 1 0,25 mg 
Acide a-linoleique 250 mg 
10 - Huile de paraffine qsp 500 mg 

L'enveloppe de la capsule estfabriquee selon une technique classique de moulage puis sechage d'un melange 
approprie comprenant : gelatine, glycerine, eau etconservateur. Les operations de melange puis de soutirage des 
ingredients formant la suspension huileuse sont effectuees sous gaz inerte. 

15 

(b) Gelule (enveloppe standard calibree M'*3 opaque) de 0,30 ml contenant : 



Adapalene 5 mg 
Acide a-bromopalmitique 50 mg 
20 - Silice ("AEROSIL 200" de chez Degussa) 50 mg 

Lactose qsp 0.3 ml 

(c) Comprime non soluble de 0,5 g constitue de : 

25 - Compose R2 de I'exemple 1 2,5 mg 

Acide a-bromopalmitique 100 mg 

Lactose 85 mg 

Talc purifie 15 mg 

Edulcorant qs 
30 - Colorant qs 

Amidon qsp 500 mg 



Revendications 

35 

1. Composition, caracterisee par le fait qu'elle comprend, dans un support physiologiquement acceptable, (i) au 
moins un ligand presentant une affinite pour les recepteurs nucleaires de I'acide retinoTque et/ou de ses isomeres 
et (ii) au moins un acide gras. 

40 2. Composition selon la revendication 1 , caract6ris6e par le fait que fedit ligand est un ligand qui pr6sente une affinity 
speciflque pour les recepteurs RARs. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee par le fait que ledit ligand specifique RARs ne presente pas 
d'affinit6 selective pour Tun des sous-types de recepteurs RARs. 

45 

4. Composition selon la revendication 2, caracterisee par le fait que ledit ligand specifique RARs presente en outre 
une affinite selective a regard de I'un au moins des sous-types de recepteurs RARs. 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee par le fait que ledit sous-type est le recepteur RAR-a. 

50 

6. Composition selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6e par le fait que ledit ligand est 
choisi parmi I'acide 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl)carboxamido]ben2oTque, I'acide 4-[ 
(5.6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl)carbamoyl]benzoique, Tacide retinoTque tout-frans, I'acide 4-[ 
(5,6.7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-anthracenyl]benzoTque, I'acide 4-[(5,6.7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetrame- 

55 thyl-2-naphtal6nyl)carboxamido]benzotque, I'acide 6-[3-(1-adamantyI)-4-hydroxyph6nyl]-2-naphtoique, I'acide 6- 

[3-(1 -methylcyclohexyl)-4-methoxyphenyl]-2-naphtoTque, et I'adapalene. 

7. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le fait que ledit acide gras 
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est un acide gras sature ou insature. 

8. Composition seton la revendication 7, caracteris6 par le fait que ledit acide gras est un acide gras polyinsature. 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee par le fait que ledit acide gras polyinsature contient de 18 a 22 
atomes de carbone. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9, caracterisee par le tait que ledit acide gras polyinsature est du type tOg 

ou COg. 

11. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le fait que ledit acide gras 
est choisi parmi I'acide arachidonique, I'acide dihomogamma-linolenique, I'acide eicosapentaenoique. facide do- 
cosahexaenoique, I'acide oleique, I'acide llnoleique, I'acide a-linolenique, I'acide y-linolenique, I'acide palmrtique 
et Tacide a-bromopalmitlque. 

12. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le fait qu'il s'agit d'une 
composition conditionnee sous une forme convenant a un usage system ique, de preference enteral. 

13. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le fait qu'elle est condition- 
20 nee sous la forme d'un dispositif a plusieurs compartiments ou "kit", dont t'un des compartiments contient ledit 

ligand et un autre compatiment ledit acide gras. 

14. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, pour une utilisation comme medicament. 

25 15. Composition selon la revendication 14, pour une utilisation comme stimulateur de la differenciation des preadipo- 
cytes en adipocytes. 

16. Composition selon i'une des revendications 14 ou 15, pour une utilisation destinee au traitement d'un etat d'insu- 
|jno-r6sistance. 

30 

17. Composition selon I'une des revendications 14 a 16. pour une utilisation destinee au traitement d'une physiopa- 
thologie associee a un etat d'insulino-resitance. 

18. Composition selon la revendication 17, pour une utilisation destinee au traitement des diabetes de type II, et des 
35 maladies cardiovasculaires telles que I'hypertension et I'atherosclerose. 

19. Utilisation d'une composition telle que definie a I'une quelconque des revendications 1 a 13 pour la fabrication 
d'une composition pharmaceutique destinee a stimuler la differenciation des preadipocytes en adipocytes et/ou a 
traiter I'une des affections definies aux revendications 16 a 18. 

Patentanspruche 

1. Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, da3 sie in einem physiologisch akzeptablen Trager (i) mindestens 
45 einen Liganden, der eine Affinitat fur die Kemrezeptoren der Retinoesaure und/oder ihrer Isomere aufweist, und 

(ii) mindestens eine Fettsaure enthalt. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand ein Ligand ist, der eine spezifische 
Affinitat fur die RAR-Rezeptoren aufweist. 

50 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der fur die RAR-Rezeptoren spezifische Li- 
gand keine selektive Affinitat fur einen der Subtypen der RAR-Rezeptoren aufweist. 

4. Zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da3 der fur die RAR-Rezeptoren spezifische Li- 
55 gand au3erdem eine selektive Affinitat fur mindestens einen der Subtypen der RAR-Rezeptoren aufweist. 

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da3 es sich bei dem Subtyp um den RAR-a-Re- 
zeptor handelt. 



40 



9 



EP 0 698 392 B1 



6. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Lrgand aus- 
gewahlt ist unter 4-[(5.6,7,8-Tetrahydro-5.5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl)-carboxamido]-benzoesaure. 4-[{5.6,7,8-Te- 
tahydro-5.5,8.8-tetramethyl-2-naphthyl)-carbamoyl]-benzoesaure. all-frans-Retinoesaure, 4-[(5.6,7,8-Tetrahydro- 
5,5,B.8-tetramethy!-2-anthracenyl]-ben2oesaure. 4-[(5,6,7.8-Tetahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtalenyl)-car- 
boxamido]-benzoesaure, 6-[3-(1-Adamantyl)-4-hydroxyphenyl]-2-naphthoesaure. 6-[3-(1-Methyicyclohexyl)- 
4-methoxyphenyl]-2-naphthoesaure und Adapalen. 

7. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da3 die Fettsaure eine 
gesattigte oder ungesattigte Fettsaure ist. 

8. Zusammensetzung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Fettsaure eine mehrfach ungesattigte 
Fettsaure ist. 

9. Zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die mehrfach ungesattigte Fettsaure 18 bis 
22 Kohlenstoffatome enthatt. 

10. Zusammensetzung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB die mehrfach ungesattigte Fettsaure 
eine Fettsaure vom CO3- oder Og-Typ ist. 

11. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fettsaure unter 
Arachidonsaure, Dihomo-y-Iinolensaure, Eicosapentaensaure, Docosahexaensaure, Olsaure, Linolsaure, a-Lin- 
olensaure, y-Linolensaure, Palmitinsaure und a-Brompalmitinsaure ausgewahit ist. 

12. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine 
Zusammensetzung handelt, die in einer Form verpackt ist, die fur eine systemische, vorzugsweise enterale Ver- 
abreichung geeignet ist. 

13. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sie in Form einer 
Einrichtung mit mehreren Abteilungen oder "Kit" verpackt ist, von denen eine Abteilung den Liganden und eine 
andere Abteilung die Fettsaure enthalt. 

14. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Verwendung als Arzneimittel. 

1 5. Zusammensetzung nach Anspruch 1 4 zur Verwendung fur die Stimulierung der Differenzierung von Praadipocyten 
zu Adipocyten. 

16. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 14 und 15 fur eine Verwendung, die fur die Behandlung eines 
Insulinreststenz-Zustands vorgesehen ist. 

17. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 14 bis 16 fur eine Venwendung, die fur die Behandlung einer phy- 
siologischen Erkrankung vorgesehen ist, die mit einem Insulinresistenz-Zustand verbunden ist. 

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17 fOr eine Verwendung, die fur die Behandlung des Typ-1 1 -Diabetes und von 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie Bluthochdruck und Arteriosklerose, vorgesehen ist. 

19. Verwendung einer wie in einem der Anspruche 1 bis 1 3 definierten Zusammensetzung fur die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung, die fur die Stimulierung der Differenzierung von Praadipocyten zu Adipo- 
cyten und/oder die Behandlung einer der in den Anspruchen 16 bis 1 8 definierten Erkrankungen vorgesehen ist. 

Claims 

1 . Composition, characterized in that it comprises, in a physiologically acceptable support, (i) at least one ligand with 
affinity for the nuclear receptors of retinoic acid and/or its isomers, and (ii) at least one fatty acid. 

2. Composition according to Claim 1, characterized in that the said ligand is a ligand which has specific affinity for 
the RAR receptors. 
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3. Composition according to Claim 2. characterized in that the said RAR-specific ligand has no selective affinity for 
one of the RAR- receptor subtypes. 

4. Composition according to Claim 2, characterized in that the said RAR-specific ligand also has selective affinity 
towards at least one of the RAR-receptor subtypes. 

5. Composition according to Claim 4, characterized in that the said subtype is the RAR-a receptor. 

6. Composition according to any one of the preceding claims, characterized in that the said ligand is chosen from 4- 
[(5.6.7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carboxamido]benzoic acid, 4-[{5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-te- 
tramethyl-2-naphthyl)carbamoyl]ben20ic acid, all-trans retinoic acid. 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl- 
2-anthraceny!)lbenzoic acid, 4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthaIenyl)carboxamido]ben2oic ac- 
id, 6-[3-(1-adamantyl)-4-hydroxyphenyl]-2-naphthoic acid, 6-[3-(1-methylcycIohexyl)-4-methoxyphenyl]-2-naph- 
thoic acid and adapalene. 

7. Composition according to any one of the preceding claims, characterized in that the said fatty acid is a saturated 
or unsaturated fatty acid. 

8. Composition according to Claim 7, characterized in that the said fatty acid is a polyunsaturated fatty acid. 

9. Composition according to Claim 8, characterized in that the said polyunsaturated fatty acid contains from 1 8 to 22 
carbon atoms. 

10. Composition according to Claim 8 or 9, characterized in that the said polyunsaturated tatty acid is of the a^^ or 
type. 

11 . Composition according to any one of the preceding claims, characterized in that the said fatty acid is chosen from 
arachidonic acid, dihomo-gamma-linolenic acid, eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid, oleic acid, linoleic 
acid, a-linolenic acid, y-linolenic acid, palmitic acid and a-bromopalmitic acid. 

12. Composition according to any one of the preceding claims, characterized in that it is a composition packaged in 
a form which is suitable for systemic use, preferably enteral use. 

13. Composition according to any one of the preceding claims, characterized in that it is packaged in the form of a 
multicompartment device or "kit", one of the compartments of which contains the said ligand and another com- 
partment of which contains the said fatty acid. 

14. Composition according to any one of the preceding claims, for use as a medicinal product. 

15. Composition according to Claim 14, for use as a stimulator of the differentiation of preadipocytes into adipocytes. 

16. Composition according to either of Claims 14 and 15. for use intended for the treatment of an insulin-resistance 
condition. 

1 7. Composition according to one of Claims 1 4 to 1 6. for use intended for the treatment of a physiopathology associated 
with an insulin-resistance condition. 

18. Composition according to Claim 17, for use intended for the treatment of type-ll diabetes, and cardiovascular 
diseases such as hypertension and atherosclerosis. 

19. Use of a composition as defined in any one of Claims 1 to 1 3, for the manufacture of a pharmaceutical composrtion 
intended for stimulating the differentiation of preadipocytes into adipocytes and/or for treating one of the complaints 
defined in Claims 16 to 18. 
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